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研究成果の概要（和文）： 
我々は、核マトリックスがゲノム機能を支える基盤として、遺伝子の発現など生命現象の機能
発現と密接に関連しているとの仮説を証明するために、各遺伝子に配置されたMAR/SAR（
matrix/scaffold attachment region）領域のエピジェネティク解析を行った。本研究結果から
、核マトリックスタンパク質とMARおよび遺伝子プロモーター領域との相互作用が、酸化スト
レス刺激によるMdr1b遺伝子発現に対して変動すること、さらにmatrin 3の発現が遺伝子発現
に重要な役割を果たすことが明らかとなり、核マトリックスタンパク質とエピジェネティックに
修飾されたMARとの相互作用により転写調節が行われることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
First, we examined the location of putative MARs on the Mdr1b gene containing 10 
kb upstream and downstream regions from the transcriptional start site and end of the 
gene using the genomatix program for MARFinder and SMARTest. Seven MARs (MAR -1 to -7; 
from upstream to downstream of the gene (All MARs were located in intron.) were 
identified on the rat Mdr1b gene. An advanced bend structure was confirmed at MAR-2 
and MAR-5. Matrix binding assay showed that all MARs existed in the matrix-associated 
fraction. Moreover, MARs were not affected in population by hydrogen peroxide treatment.  
In the second study, we showed that the interaction of transcription factor, NF- B 
and MAR binding protein, matrin 3 increased by oxidative stress, and matrin 3 associated 
with the NF- B binding site of Mdr1b gene, and suggest that NF- B and matrin 3 complex 
were mediated for Mdr1b gene expression with the NF- B binding site of Mdr1b gene. 
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 １．研究開始当初の背景 
細胞核を構成する主要な構造体である染
色体は、核基質（nuclear matrix）に浮遊
しているのではなく、染色体 DNA に内在す
る  matrix/scaffold attachment region 
（MAR/SAR）を介して、核骨格と呼ばれる核
基質の網状構造を作る蛋白質群の一種であ
る足場蛋白質（nuclear scaffold）と結合
して保持され、細胞核内で chromosome 
territory を形成する。 
base unpairing region あるいは bend 構
造を共通構造とする MAR/SAR は、およそ 
100 k 塩基対に一ヶ所の頻度で分布すると
考えられることから、3 x 109 塩基対の染
色体 DNA 全体で約 3 万ヶ所存在すること
になる。その全てが核基質と結合すると仮
定すれば、核骨格も染色体に沿って複雑に
入り組んだ網目として個々の染色体を分離
し、安定に保持することが重要な役割の一
つになる。一方、プロモーターの近位に存
在する MAR/SAR は、転写を活性化するとさ
れ、さらに MAR/SAR のメチル化・脱メチル
化によるクロマチンのリモデリングが転写
の調節に大きく影響することから、全ての
染色体の MAR/SAR と結合する可能性があ
る足場蛋白質は、遺伝情報を保存する極め
て静的な役割のほかに、情報の維持あるい
は利用の過程にも重要な役割を果たしてい
ると予想される。 
以上の考察から、私共は平成 20 年度まで
の基盤研究において足場蛋白質の機能につ
いて分子レベルでの情報を得るために、ラ
ット細胞核の核骨格画分から MAR/SAR との
結合を指標に 130 kDa の蛋白質の cDNA を
クローン化してその性質を詳細に解析した。 
(Hibino et al. 2006, Hibino et al. 2007)。 
我々は、galectin-3 遺伝子の発現系を用
いて、プロモーター領域の転写複合体が、
P130/MAT3 を含む遠位の MAR/SAR 複合体と
相互作用してその発現が調節されることを
明らかにし、MAR/SAR と核基質足場蛋白質
との相互作用が遺伝子発現調節に重要であ
ることを証明した（Li et al. 2006）。 
我 々 は 同 時 に 、 The Human Genome 
Database (GDB)のゲノム情報にもとづいて、
in silico の手法でゲノム上の MAR/SAR 領
域を推定してきた。現在までに、薬物代謝、
薬物排泄ポンプ、細胞周期、酸化ストレス
応答等に関与する遺伝子群について、推定
した MAR/SAR を実験的に同定し、これまで
のところ例外なく MAR/SAR 領域が遺伝子の
上流、下流、あるいはイントロンに配置さ
れていることを明らかにした。即ち、この
結果は、各遺伝子固有の MAR/SAR がある法
則性のもとでゲノムに配置されることを示
唆し、同時にこのプログラムの信頼性を証
明することになった(Kudo et al. 2007, 
Usui et al. 2007, Toyama et al. 2007, 
Toyama et al. 2007)。 
従って、核マトリックスの構造的支持基
盤としてのゲノム上の MAR/SAR を同定する
ことは、ポストゲノムプロジェクトとして
意義あるものと考えられ、今後もこの方法
に基づいてヒト遺伝子のゲノム安定化領域
の同定を進める意義がある。 
ところで、ゲノム情報だけでは規定でき
ないエピジェネティクな制御が、転写制御、
染色体領域形成において、さらには発癌な
どの疾患発症リスクマーカーとしてその価
値が報告されている。「細胞多様性を創り出
し、これを維持するシステム」と定義され
るエピジェネティクスは、体細胞分裂に際
しては忠実に複製される目印として、一方
で受精卵から各組織が形成される過程では、
この修飾にダイナミックな変化が要求され
る。この概念は、我々が注目する核マトリ
ックスの機能が遺伝情報を保存する極めて
静的な役割のほかに、情報の維持あるいは
利用の過程にも重要な役割を果たす足場蛋
白質と MAR/SAR との相互作用において、動
的な機能制御法として考慮すべき概念であ
る。 
これまでに、MAR/SAR のメチル化・脱メ
チル化によるクロマチンのリモデリングが
転写の活性化に大きく影響すること、また
前述したように、我々は細胞内で MAR/SAR
領域のメチル化を人為的に変化させると、
DNAのメチル化に伴って P130/MAT3との結合
能が低下し、逆に核蛋白質であるメチル DNA
結合蛋白質 MeCP2 との親和性が上昇する結
果を得ている(Hibino et al. 1998)。すな
わち、足場蛋白質との相互作用は、ゲノム
DNA のメチル化によるエピジェネティクな
制御のもとで機能が調節されている可能性
が考えられるものの、MAR/SAR を構成するク
ロマチン領域のヒストン修飾などのエピジ
ェネティクな制御に関する情報は全く得ら
れていない。 
我々は、核マトリックスがゲノム機能を支
える基盤として、遺伝子の発現、すなわち生
命現象の機能発現と密接に関連していると
の仮説を証明するために、各遺伝子に配置さ
れた MAR/SAR領域のエピジェネティック解析
を通して“細胞核のダイナミクス”を展開す
ることが重要であると考えた。本研究計画は、
これまでに構築した in silico の手法で遺伝
子の安定化（発現調節）領域（MAR/SAR）を
同定し、この領域のエピジェネティク解析を
通した“ゲノム構造研究”といえる。さらに、
この修飾を受けた MAR/SARと相互作用する核
基質足場蛋白質の機能解析を通して細胞核
の機能を解明する“細胞核のダイナミズム研
究”が融合したプロジェクトと考えて、この
分野に申請することにした。 
 
２．研究の目的 
核マトリックスがゲノム機能を支える基
盤として、遺伝子の発現、すなわち生命現象
の機能発現と密接に関連しているとの仮説
を証明するために、各遺伝子に配置された
MAR/SAR 領域のエピジェネティク解析を実施
する。本研究計画は、これまでに確立した in 
silico の手法により種々の遺伝子の安定化
（発現調節）領域（MAR/SAR）を同定すると
ともに、この領域のエピジェネティクス解析
を通して“ゲノム構造研究”を推進して、エ
ピジェネティク修飾を受けた MAR/SARと相互
作用する核基質足場蛋白質の機能解析を通
して細胞核の機能を解明する。 
 
３．研究の方法 
平成22年度 
Ⅰ．ヒトゲノム DNA 配列中の MAR/SAR
の同定 
Ⅱ．MAR/SAR 配列の同定とその構造解
析 
Ⅲ．MAR/SAR 領域のメチル化の解析 
Ⅳ．酸化ストレス状態下の P-糖蛋白質遺
伝子 MAR/SAR 領域のメチル化度の
解析 
平成 23年度 
Ⅰ．ヒトゲノム DNA 配列中の MAR/SAR
領域の同定 
Ⅱ．MAR/SAR 領域のクロマチンヒスト
ン修飾の解析 
ａ．抗matrin 3抗体を用いたクロマチン免
疫沈降（ChIP）物中のヒストン修飾 
ｂ．抗MeCP3（メチル化DNA結合蛋白質）抗
体を用いたクロマチン免疫沈降（ChIP）
物中のヒストン修飾 
平成 24年度 
P-糖蛋白質遺伝子 MAR/SAR 領域クロ
マチンのエピジェネティク解析 
 
４．研究成果 
ラット Mdr1b 遺伝子とその上流および
下流領域をそれぞれ 10 kb を含む領域に推
定 さ れ る MAR を 、 MARFinder と
SMARTest を用いて検索した結果、7 つの
MAR がイントロン領域にのみ推定された。
推定されたこれら MAR に対して、湾曲構
造の有無を検討した結果、MAR-2 および
MAR-5 で湾曲構造の存在が示唆された。推
定された MAR の細胞核での局在性は、す
べての MAR が核マトリックス画分に存在
し、その局在様式は過酸化水素処理によっ
て影響を受けないことが明らかとなった。 
一方、Mdr1b 遺伝子のプロモーター領域
に存在する NF-B 結合領域および exon、
intronは、過酸化水素処理により loop-DNA
画分から核マトリックス画分に局在が変化
した。過酸化水素処理による酸化ストレス
刺激に伴って、Mdr1b mRNA は 4 時間か
ら発現が増加し、6 時間後に最大に達しそ
の後速やかに減少した。P-gp は、4 時間後
に顕著な発現が認められ、12 時間で最大と
なり、24時間後においても維持されていた。
推定された MAR と matrin 3 との相互作用
は、MAR-1、MAR-2、MAR-4 で過酸化水
素処理による転写活性化に依存して増加し
た。同様に、SMAR1 とは過酸化水素処理
30分後において MAR-2、MAR-4で減弱し、
MeCP2 と は MAR-2 で 減 弱 し た 。
topoisomerase IIb とは、過酸化水素処理
30分後において MAR-2、MAR-4で増強し、
hnRNP U/SAF-A とは、MAR-1、MAR-2、
MAR-7 で増強した。また、Mdr1b 遺伝子
の NF-B 結合領域との相互作用は、過酸化
水素処理 30 分後に NF-B、matrin 3、Topo 
IIb、hnRNP U、AcH3K9 で増大した。さ
らに、matrin 3 の発現抑制は、過酸化水素
処理による P-gp の発現誘導を顕著に抑制
した。 
細胞核の構造的支持基盤である核マトリ
ックスは、核内のクロマチンの保持だけで
なく、染色体 DNA の非コード領域に内在
する MAR と結合して DNA を保持し、コー
ドされている遺伝子をクロマチンループ内
の転写制御領域の近傍に配置させることに
より転写制御に密接に関与していると考え
ている。今回、我々は転写活性化遺伝子に
おいて、matrin 3 および他の核マトリック
スタンパク質とゲノム内に配置される複数
の MAR との相互作用が酸化ストレス刺激
に伴って変動することを見いだした。さら
に、遺伝子プロモーター領域において転写
因子と相互作用することを見いだし、核マ
トリックスタンパク質によるクロマチン構
造変換が、遺伝子の転写制御に重要な役割
を果たしていることを示唆する結果を得た。 
以上、本研究結果から、matrin 3 を含む
核マトリックスタンパク質と MAR および
遺伝子プロモーター領域との相互作用が、
酸化ストレス刺激による Mdr1b 遺伝子発
現に対して変動すること、さらに matrin 3
の発現が遺伝子発現に重要な役割を果たす
ことが明らかとなり、核マトリックスタン
パク質と MAR が協調して転写調節に関与
しているものと考えられた。 
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